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摘要　对短膜虫的直接克隆方法进行探索 . 利用此方法 ,对熊蜂短膜虫直接克隆的最高成功
率可达 100% ,两周左右的时间能够建立起克隆 ,可以应用于对短膜虫自然种群的研究 .
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短膜虫属于锥虫亚目 ( Trypano somatina)短膜虫属 (Crithidia ) ,全部为昆虫肠道寄生原
虫 . 其形态特点是 ,只具锥虫亚目六个发育期中的无鞭毛期和前鞭毛期两个发育期 ,前鞭毛期
为肠道寄生期 ,无鞭毛期为随昆虫粪便排出的感染期 [1 ] .
Tibay renc& Ayala[2 ]利用几种不同的生化指标 ,对原虫种群结构分析结果显示:原虫的自
然种群 (特别是被不同地理区域或不同宿主长期分离的原虫 )是由少数基因型的克隆所形成
的 ,这些基因型具有高度的增殖成功率 . 他们的结果提示 ,在有关寄生原虫的研究中 ,克隆应
作工作指标之一 [3 ] .
研究自然种群原虫克隆 ,需要对自然界的原虫克隆 .但目前主要是利用已在实验室内建立
起虫落的原虫进行的 ,不能反映组成自然种群的克隆结构 ,为此 ,作者对直接克隆自然感染的
短膜虫的方法进行了探索 ,成功地对自然感
表 1　 Mattei培养液配方 a)
Tab. 1　 The receipt o f Mattei medium
成　　分　　　　　 含 量 ( g )
　 NaCl 　　 4. 0
　 KCl 0. 4
　 Na2 HPO4 8. 0
　葡萄糖 2. 0
　 T ryptose ( Difco) 10. 0
　 Liver Infusion Broth ( Difco ) 2. 0





采用 Mattei 培养 液 ,配 方见表 1
( Brun, 个人交流 ) . 培养液经 120℃ 15
min灭菌后 ,在 4℃保存 ,使用时加入 25%
胎牛血清 ( FBS)、 10
- 2
g /L庆大霉素 . 胎牛
血清应灭活 ,如果使用的胎牛血清为非灭活
胎牛血清 ,可在 57℃经 30 min灭活 .庆大
霉素可用蒸馏水配制成 2 g /L溶液 , 经









克隆板、克隆针 . 克隆针可利用回形针制作 ,其方法是将回形针制成图 1
所示的形状 ,将一端的顶部磨尖 .
1. 3　克　隆





冻麻醉 ( - 20℃约 10 min) ,将宿主置于 70%乙醇中消毒 10 min,然后
在无菌操作台上凉干 . 同时将几片载玻片也用 70%乙醇消毒、凉干 . 将
昆虫宿主置于一消毒过的载玻片上 ,在另一载玻片上分开滴两滴培养
液 . 用火烧杀菌过的镊子将宿主腹部拉开 ,取出肠道 . 将肠道放在另一
　图 2　克隆短膜虫步骤




心管中 , 20 g离心 10 min,此时肠道
碎片沉入底部 ,将上部分 4. 5 mL培
养液移入另一离心管 ,再次以 1 500 g
离心 10 min,这时短膜虫沉入底部 ,
抛去上清液 ,便得分离的短膜虫 .














短膜虫稀释液 ,切勿接触孔边缘培养液 . 将克隆板盖上 ,在相差显微镜下检查 ,将那些短膜虫
稀释液中只含有一个短膜虫的孔用笔作上标记 (在点短膜虫稀释液的过程中 ,可以随时在相差
显微镜下检查 ,以便调整稀释液的浓度 ) . 然后用胶带纸将克隆板四周密封 ,放入培养箱 33～
35℃培养 . 观察短膜虫的分裂状况 ,一般 3 d后将标记的每孔加入 15μL培养液 ,然后根据短
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膜虫的分裂状况 ,不断加入少许培养液 ,直至孔内的培养液总量为 200μL. 当孔内 200μL培
养液短膜虫密度增殖为 107 /mL时 ,将短膜虫培养液移到试管中 ,并加入 1 mL新鲜培养液 ,继
续培养至短膜虫密度 107 /m L,再加入 4 mL新鲜培养液培养 ,此时便得短膜虫的克隆 (图 2) .
2　短膜虫的保存
1)短期保存:经过实验发现 [4 ] ,短膜虫可直接由培养箱移到冰箱 4℃保存 ,此时短膜虫的
密度最好为 10
7
/mL,保存期可达 2～ 3个月 . 再培养时 ,可将保存的短膜虫培养液离心后 ,加
入新鲜培养液 . 也可直接接种 ,接种密度为 105 /mL.
2)长期保存:将总量约 108的短膜虫 1 500 g离心 10 min,抛去上清液 ,加入 3 m L新鲜培
养液 (含 15% FBS、 10- 2 g /mL庆大霉素以及 10%甘油作为保护剂 ) ,分三份转入冷冻细胞保
存管 . 4℃预冷 30 min,移入干冰或液氮面上冷冻 10min,然后在液氮内保存 . 再培养时 ,将保
存管从液氮内取出 ,放入 37℃温水浴中融化 ,直接接种到 5 mL培养液中 . 若培养效果不好 ,
































变异进行保持的理想材料 [7 ] . 自然界短膜虫的克隆分布、流行状况现在还不清楚 ,为了能够客
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观真实地反映自然界短膜虫的状态 ,需要对自然界流行的短膜虫进行直接克隆 .短膜虫可以利
用多种培养液培养 ,例如复合培养液 [8 ]、化学精制培养液 [ 9] ,与上述的培养液相比 ,本实验应用
的 Mattei培养液所需成分少 ,易于在实验室内大量配制 . 本实验所用 Mattei培养液全部为实
验室自己配制 . 虽然短膜虫在一定的 pH值范围内能够生长增殖 ,但在直接克隆短膜虫时 ,发
现当培养液的 pH值为 7. 0时 ,更易于进行克隆 .
原虫克隆的成功率一般较低 [10 ] . 直接从宿主体内分离原虫进行体外克隆 ,由于寄生原虫
对外界环境的不适应 ,造成克隆的困难 . 本实验报道的直接克隆短膜虫的方法 ,成功率较高
(见图 3) ;时间较短 ,一个短膜虫在两周左右的时间内便能建立起克隆 . 本方法可以应用于自
然界流行的短膜虫克隆的调查研究 .
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Direct Cloning of Crithidia
Wu Wenjie
( Parasitol . Res. Lab. X iamen Univ. , X iamen　 361005)
Abstract　 The experiment w as car ried out on the cloning of Crithidia direct ly out
o f i ts hosts so as to study the clonal st ructure, epidemiolog y and genetic v ariance of i ts na tu-
ral population. By using the method described in this paper, Crithidia bombi was cloned suc-
cessfully. The success rate could be as high as to 100% and the time fo r establishment of
clones w as about two w eeks. The results show ed that this method could be used fo r the fu-
ture studying on the Crithidia.
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